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Abstract of DEI 9646372 

Compound comprises a structural unit A (genotype) and a further structural unit B (phenotype), in 
which the genotype and phenotype are permanently linked to each other, where structural unit A 
exhibits, besides other regions. \- 1 region coding for \- 1 polymeric molecule constructed from amino 
acid units and the coding regions are translatable, and furthermore a first structural subunit (terminator) 
is located in an untranslated section of structural unit A, which pemianently links structural unit B as a 
translation product of structural A to structural unit A. 
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@ Genotyp und Phanotyp koppelnde Verbindung 

@ Verbindung aus einer Struktureinheit A (Genotyp) und 
einer weiteren Struktureinheit B (Phanotyp), bet der Genotyp 
und Phanotyp dauerhaft miteinander verbunden sind, wobei 
die Struktureinheit A neben anderen Bereichen mtndestens 
einen fur mindestens ein aus Aminosaureemheiten aufge- 
bautes, polymeres Molekul codierenden Bereich eufweist 
und der oder die codierenden Bereich (e) translatiert>ar ist 
Oder sind, weiterhin in der Struktureinheit A cine erste 
Strukturuntereinheit (Terminator) in einem nicht transJatier* 
ten Abschnitt angeordnet ist, die die Struktureinheit B als 
Translationsprodukt der Struktureinheit A mit der Struktur- 
einheit A dauerhaft verbindet 
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Beschreibung Die erfindimgsgemafie Verbindung besteht aus einer 

Stnilaureinheit A (Genotyp) und einer weiteren Struk- 

Die vorOegcnde Erfindung betrifft cine Verbindung tureinhdt B (Phanotyp), bci der Genotyp und Pbano^ 

aus einer Struktureinheit A (Genotyp) und einer weite- dauerbaft miteinander verbunden sind, wobei die Struk* 

ren Struktureinheit B (Phanotyp) gemaB Oberbegrilf 5 tureinhdt A nundestens einen fur mindestens ein aus 

des Anspruchs 1 sowie ein Verfahren zur moldcularen Anunosaureeinheiten aufgebautes, poiymeres Moiekul 

Genotyp/Phanotyp Kopplung durch HersteUung eines codierenden Beretch aufweist und der oder die co(fie- 

Fuaonsproduktes gemiS der erfindungsgemaBen Ver- rende(n) Bereich(e) translatierbar ist oder sind, wetter- 

bindung nach Anspruch 12. hin in der Struktureinheit A cine erste Strukturunterein- 

Ene Kopplung von Genotyp und Phanotyp ist insbe- 10 heit (Terminator) in einemnichttranslatiertenAbschnitt 

sondere fur die evolutive Biotechnologie wunschens- angeordnet ist, die die Struktureinheit B als Transla- 

wert, da auf diese Weise nach der Selektion von Poly- tionsprodukt der Struktureinheit A mit der Stnikturein* 

peptid*Molekulen mit besonderen oder verbesserten heit A dauerbaft verbindet 

Bgenscbaften direkt auf deren codierende Sequenz zu- Die dauerhafte Verknupfung der Struktureinheiten A 

rQckgegriffen werden kann. Es sind Verfahren beschrie- 15 und B kann insbesondere durch Verwendung eines ribo- 

ben worden, die eine derartige Kopplung ermoglichen. somalen Transladonssystemes erfolgen. 

Es handelt sich hierbei in erster Linie um Verfahren, ErfindungsgemaB bezeichnet der Begriff Terminator 

welche die zu selektierenden Molekule in vivo auf einer eine Struktunmtereinheit, welche die Struktureinheit B 

Oberflache prasentieren z. B. auf einer Phagen-Oberfla- als Translationsprodukt der Struktureinheit A mit der 

die (Phage Display) auf einer Bakterienoberflache (Bac- 20 Struktureinbdt A dauerbaft verknupft. Als Tenxunato- 

terial Surface Display) oderauch direkt auf molekularer ren konnen erfindungsgemaS nudeophile chemische 

Ebene (Molecular Display) . Diese in vivo Verfahren Gruppen, insbesondere organische Aminogruppen, ver- 

zeidinen sich jedoch durch gravierende Nachteile aus. wendet werden, welche einen Carbonsaureester, insbe- 

So ist, z. B. durch Transformation bedingt. die Repertoi- sondere zwischen einer tRNA und der Struktureinheit 

re-GroBe auf etwa 10^ verschiedene Molekule be- 25 B^ unter Ausbiidung einer daueitaften, insbesondere 

schrankt Sdbst durch ein in vivo Diversifizierungsver- kovalenten Bindung zu spalten vermdgen. So konnen 

fahren lieBe sich das verfugbare Repertoire nur auf et- zum Beispiel aliphatische^ zyklische oder aromatische 

wa 10*' MolekOle erweitem. Theoretisch moglich wire Verbindungen, mit einer Aminogruppe, natOrlidie oder 

jedoch eine Diversitat von > 10*' Molekulen. Darfiber- nicht natOrlidie Aminosauren und Derivate, oder aucfa 

hinaus wilrden in vivo Systeme die Expression cytotoxi- 30 Puromydn und Derivate verwendet werden. Bei Ver- 

scher Gene nicht gestatten. Zudem erlauben derartige wendung eines ribosomalen Translationssystemes ent- 

Systeme nur wahlweise den direkten Zugriff auf cyto- h&lt der Terminator vorzugsweisezus&tdich eine stifle 

plasmadsche oder auf sekretoriscbe Proteine. Diese in Molekulgruppe, die die Z'-S'-ortho-Ester-Struktur einer 

vivo Systeme sind zudem mit einem biologischen Si- Aminoacyl-tRNA im Komplex mit Elongationsfaktor 

cberheitsrisikobehaftet,dasineinigenUndemdieAr- 35 EP-TuundGTPunitiertunddabervomElongationsfak- 

bdt mit derartigen Systemen nur eingeschrinkt zuIiBt. tor gebunden wird. 

DarQberhinaus ist ein in vitro Verfahren bescfarieben, Die Kopplungsreaktion kann zufaltig erfolgen, jedoch 

in dem DNA-Molekiile, welche die Sequenz eines Pepti- ist es erfindungsgemaB vorteilhaft, die Verknflpfung der 

des und die ernes Streptavidin-Bindungspepddes enthal< Struktureinheit A mit der durch Translation entstande* 

ten, in vitro transkribiert werdea An die Transkripte 40 nen Struktureinheit B Ober eine auf der Struktureinheit 

wird chemisch ein Streptavidin geknttpft, so daB bei der A angeordnete zweite Struktunmtereinheit wie z. B. ein 

in viut) Translation die codierende RNA*Matrize mit Terminatorcodonzusteuera 

dem entstandenen Peptid verknupft wird. Dieses Ver- Bei dem Terminatorcodon kann es sich um zufallige, 

fahren besitzt jedoch mehrere Nachteile. So sind die auch innerhalb eines codierenden Bereiches der Struk- 

Wechselwirkungen zwischen Streptavidin und dem 45 tureinheit A liegende, bevorzugt jedoch um definierte, 

Streptavidin-Bindungsprotein unter bestimmten Assay- am 3'-tenninalen Ende des codierenden Bereiches lie- 

Bedingungen nicht stabiL Zudem kdnnen Wechseiwir- gende Codons, beispielsweise Nonsense-Codons (UAG, 

kungen zwisdien dem Streptavidin einer mRNA und UAA, UGA) oder beliebige Sinn-Codons, bevorzugt je- 

dem Streptavklin-Bindungsprotein eines nicht von die- doch bezuglich des verwendeten Translationssystems 

ser mRNA codierten Fusionsproteins aufu-etea Dar- 50 seltene Sinn-Codons (z. B. AGA bei Verwendung eines 

uber hinaus kann eine Beeinflussmg der Faltungsstruk- E coli Translationssystems) bandek. 

tur des zu selektierenden Peptides durch das Streptavi- I^e ortsspezifische Kopplung an einem defmierten 

din-Bindungsprotein auftreten. Terminatorcodon kann vorzugsweise mittels zweier Va- 

Das der Erfindung zugrunddiegende technische Pro- rianten des erfmdungsgemSBen Verfahrens erfolgen: 

blem besteht darin, ein risikominimiertes Verfahren zur 55 

Genotyp-Phanotyp-Kopplung anzugeben, und ein Kon- L Die ortsspezifische Kopplung kann erfindungs- 
strukt bereitzustellen, welche die bislang erreichbare gemaB unter Verwendung ernes Sinn-Codons als 
Diversitat ubersteigen, die Expression cytotoxischer Terminatorcodon erfolgen, welches nicht stromauf- 
Gene und auch gleichermaBen die Selektion sowohl von warts Lm codierenden Bereich der Struktureinheit 
cytoplasmatischen als auch sekretorischen Proteinen er- eo A bereits vorhanden ist Vorzugsweise wird hierfur 
mdglichen und zudem nicht auf rekombinante 21eUen das seltene AGA-Codon herangezogen, wobei in 
angewiesen sind. Es sollen zudem insbesondere die diesem Fall der Translationsansatz keine fur das 
Nachteile des oben bescfariebenen in vitro Verfahrens AGA-Codon spezifische tRNA enthalten sollte. 
vermieden werden. Am AGA-Codon Tmdet erfmdungsgemaB der Pep- 
Das der Erfindung zugrunddiegende Problem wird 65 udyitransfer auf den Terminator statt, wdcher in 
gel6st durch eine Verbindung gemaB Anspruch 1 und diesem Fall nicht mit den entsprechenden tRNA- 
eb Verfahren gemSB Anspruch 12 zur molekularen Ge* Molekulen des Translationsgemisches um die Be- 
notyp/Phanotyp Kopplung. setzung der Aminoacyl-BindungssteUe des Ribo* 
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somskonkurriert mh dem Terminator verknupft ist Nach Synthese des 

2. Die ortsspezifische Kopphing kann erfindungs- beschriebenen Konstruktes wird der codierende Be- 
gemaB auch durch eine Codon-Anticodon-Wech- reich in vitro translatiert Am Tcnninatorcodon gelangt 
selwirkung erfolgen. Es ist erfindungsgemaB m6g- der Tenninator in die Aminoacyl-Bindungsstelle des 
Kch,denTenninatorubereinen Spacer mitanderen 5 translatierenden Ribosoms. Die naszierende Potypep- 
BereichenderStruktureinheitAzuverknupfeD.Im tidkette (Struktureinheit B) wird katalytisch auf den 
FaJie der ortsspezifischca Kopplung mittels Co- Tenninator transferiertAlsKopplungsproduktentstehi 
don-Anticodon-Wechschvirkung wird ein Spacer ein Polypeptide das am C-ierminalen Ende fiber einen 
mit tRNA-Struktur gewShlt, welcfaer am Termina- Terminator und einen Spacer stabil mit seiner codieren- 
torcodon den Transfer der naszierendcn Stniktur- 10 den NuklcinsSure verknupft ist Die Stabilitat der Kopp- 
einheit B auf den Tenninator vermittelt Vorzugs- lung gewahrleistet, daB nach Selektion des Polypeptids 
weise wird auch hierfOr wie oben beschrieben das mit der gewimschien Eigenschaft gleichzeitig der gene- 
AGA-Codon herangezogen, so dafl das Transla- tische Bauplan zur Verfugung steht Symbole: A und P, 
tionsgemisch entsprechend vorbehandelt werden Aminoacyl- bzw. Peptidyl-BindungssteUe des Ribosoms;' 
sollte. ,5 X Terminator. 

Die Fig. 2 zeigt die Verwendung eines primaren 
Im allgememen konnen als Spacer erfindungsgemaB Amins als Terminator. Der codierende, translatierbare 
beispielsweise naiurliche und/oder synthetische Oligo- Bereich der Struktureinheit A ist hier eine mRNA. wcl- 
mere oder Polymere, wie z. B. beliebige Nukleinsaure- che an Stelle eines Stop-Codons ein einzigcs AGA-Co- 
sequenzen, eingeseut werden. Die Verknupfung des 20 don enthalt, an das sich ein Spacer (hier RibonukleinsSu- 
Spacers an weitcre Bereiche der Struktureinheit A, wie re) anschlieBt Dessen ^-Ende weist einen 3'-Desoxy- 
z. B. das 3'-terniinalc Nukleotid einer mRNA, kann in 3'-aniinoadenosin-Rest auf, der eine alipbatische Ami- 
beliebiger Weise erfolgen, vorzugsweise jedoch fiber nognippe trSgt Der Transladonsansatz enthalt keine 
die 3'-Position des tenninaien Nukleotids. Es ist erfm- ffir das Arginin-Codon AGA spezifischen tRNA-MoIe- 
dungsgemSB zweckmaBig, diese Verknflpfung sowie 25 kfile, so daB am AGA-Codon das modifizierte 3'-Ende 
wcitere m5glu±e Verknupfungen innerhalb der Struk- das Spacers in die Aminoacyl-Bindungsstelle des trans- 
tureinheit Asozuwahlen,daBdiescuntcrAs$ay-Bedin- latierenden Ribosoms gelangen und die naszierende 
gungen nicht spaltbar sind. Somit wird auch gewahrlei- . Polypepddkette auf den Terminator ubertragen werden 
stct, daB nach dem Transfer der naszierendcn Polypep- kana Als Kopplungsprodukt entsteht ein Polypeptid, 
tidkette auf den Terminator ein weiterer Transfer auf 30 das am C-tenninalen Ende kovalent mit dem Termina- 
eine ncue Aminoacyl-tRN A unterbleibt Derartige Ver- tor, der Spacer-RNA und mRNA verknupft ist 
knOpfuDgen konnen sowohl kovalenter Natur sein als Die Fig. 3 zeigt die Verwendung eines Puroraydn- 
auch auf molekularen Wechselwirkungen, z. B. zwischen Molekuls als Terminator. Die mRNA enthaJt statt eines 
Streptayidin oder Avidin und Biotin. Nickel-NTA und Stop-Codons ein einziges AGA-Codon, an das sich ein 
oligo-Histidin, Protein und Ligand, Andkorper und An- 35 Spacer (hier Ribonukleinsaure) anschlieBL Dessen 
tigen, Oder auch zwischen zwei hybridisierenden Nu- 3'-Ende weist einen fiber die 5'-OH-Gruppe gekoppel- 
kleinsauren, beruhea Die Verknfipfung des Termina- ten Puromycin-Rest auf. Der Translationsansatz enthalt 
tors mit einem Ribonukleinsaure-Spacer kann beispiels- . keine fur das Arginin-Codon AGA spezifischen iRNA- 
weise fiber die y und/oder 3'-Position erfolgen. Molekule, so daB am AGA-Codon das modifizicrte 

Die erfindungsgemaBe Verbindung sowie das erfin- 40 3'-Ende des Spacers in die Aminoacyl-Bindungsstelle 
dungsgemaBe Verfahren werden im folgenden beispicl- des translatierenden Ribosoms gelangen und die naszie- 
haft anhand von Figuren dargesteUt. rende Polypeptidkette auf den Terminator ubertragen 

Fig. 1 : Allgemeines Prinzip der ribosomal katalysicr- werden kann. Als Kopplungsprodukt entsteht em Poly- 
ten Kopplung eines Polypeptids an seine eigene mRNA peptid, das am C-ierminalen Ende kovalent mit dem 
2.^* *5 Tenninator, der Spacer-RNA und mRNA verknfipft Ist 

Fig. 2: Kopplung der naszierendcn Polypeptidkette Die Fig. 4 beschreibt die Kopplung der naszierendcn 
an ihre eigene mRNA durch ein aliphatisches Amia Polypeptidkene an ihre eigene mRNA durch eine mit 

Fig. 3: Kopplung der naszierendcn Polypeptidkette PhenylaJanin bcladcne, modifizierte tRNA. Die mRNA 
an ihre eigene mRNA durch em Puromydn-MolekOL enthSit statt eines Stop-Cbdons ein einziges AGA-Co- 
Flg. 4: Kopplung der naszierendcn Polypeptidkette 50 don, an das sich cine beliebige Ribonukleinsauresc- 
an ihre eigene mRNA durch eine mit Phenylalanin bela- quenz anschlieBt Deren 3'-Ende weist einen 3'-Desoxy- 
dene, modifizierte tRNA. 3'-aminoadenosm-Rest auf, der kovalent an die Xir Ba- 

Kg. 5: Kopplung der naszierendcn Polypeptidkette se einer mit Phenylalanin beladenen, am 3'-Ende modifi- 
an ihre eigene mRNA durch eine Anthraniloyl-tRNA. zierten tRNA gekoppelt ist Der Translationsansatz ent- 
Flg. 6: Kopplung der naszierendcn Polypeptidkette 55 halt keine fur das Arginin-Codon AGA spezifischen 
an ihre eigene mRNA durch eine intramolekulare, bela- tRNA-Molekule, so daB am AGA-Codon das modifi- 
d^ Nonsense-Suppressor-tRNA. zierte 3'- Ende des Spacers in die Aminoacyl-Bindungs- 

Fig. 7: Kopplung der naszierendcn Polypeptidkette stelle des translatierenden Ribosoms gelangen und so 
an ihre eigene mRNA durch dne intramolekulare, mit die naszierende Polypeptidkette auf den Terminator 
PuromycinbeladenetRNA. ubertragen werden kann. Als Kopplungsprodukt ent- 

Fig. 8: Kopplung der naszierendcn Polypeptidkette steht ein Polypeptid, das am C-terminalen Ende kova- 
an ihre eigene mRNA durch eine beladene tRNA. deren lent mit dem Terminator, der Spacer-RNA und mRNA 
Aminosaure rait der mRNA verknfipft ist verknfipft ist 

Die Fig. 1 zeigt das aUgeraeine Prinzip der in vitro Die Fig. 5 verdeutlicht die Kopplung der naszieren- 
Genotyp-Phanotyp Kopplung unier Verwendung eines 65 den Polypeptidkette an ihre eigene mRNA durch cine 
ribosomalen Translationssystems. An den codierenden, derivatisierte Anthraniloyl-tRNA. Die mRNA enthalt 
translatierbaren Bereich der Suuktureinheit A schlieBt statt eines Stop-Codons ein einziges AGA-Codon, an 
sich ein Tcnninatorcodon an, welches fiber einen Spacer das sich eine beliebige Ribonukleinsauresequenz an- 



DE 196 4( 

5 

sdiKeBt Deren 3'-Ende weist einen 3'-Desoxy-3'-ami- 
noadenosin-Rest auf, der kovalent an die X47-Base einer 
derivadsienen Antbraniloyl-tRNA gekoppelt ist Der 
Traoslationsansatz enthilt keine filr das Arginin-Codon 
spezifischen tRNA-Moiekfile, so dafi am AGA-Codon 5 
6zs modifizierte 3'>£nde des Spacers in die Aminoacyl- 
BindungssteUe des translatierenden Ribosoms gelangen 
und so die naszierende Po]ypeptidkette auf den Termi- 
nator Qbertragen werden kann. Als Koppiungsprodukt 
entsteht ein Polypeptide das am C-teraunalen Ende ko- 10 
vaient mit dem Terminator, der Spacer-RNA und 
mRN A verknilpft ist 

Die Fig. 6 verdeutlicbt die Kopplung der naszieren- 
den Polypeptidkette an Ou-e eigene mRNA durch eine 
intramolektilare, bebdene Nonsense-Suppressor- 15 
tRNA. Die mRNA entijalt das Stop*Codon UAG, an das 
sich etn Spacer (hier Ribonukleinsdure) anschlieGt Der 
Spacer entb^t die Nukleotidsequenz das Voriaufermo- 
lekuls einer Nonsense-Suppressor-tRNA und bOdet ei- 
ne entsprechende Tertiarstruktur aus. Das 3'-Ende ist 20 
durch eine stabfle Amidbindung mit einer beliebigen 
(natOrlichen oder unnaturlichen) AminosSure verknupft 
Am Nonsense-Codon UAG kann der Spacer, der als 
beladende Suppressor-tRNA fungiert, in die Aminoacyl 
Bindungsstelle des translatierenden Ribosoms gelangen 25 
und die naszierende Polypeptidkene auf den Termina- 
tor ubertragen werden. Als Kopplungsprodukt entsteht 
ein Polypeptid. das am C-terminalen Ende kovalent mit 
dem Terminator, der Spacer-RNA und mRNA ver^ 
knOpftist ' 30 

Ede Fig. 7 zeigt die Kopplung der naszierenden Poly- 
peptidkette an ihre eigene mRNA durch eine intramole- 
kulare, mit Puromydn beladene tRNA- Die mRNA ent- 
halt statt eines Stop-Codons ein einziges AGA-Codon, 
an das sich ein Spacer (hier Ribonukleinsaure) an- 35 
scfalie6t Der Spacer enth^t die Nukleotidsequenz des 
VortiufermolekOls einer fOr das AGA-Codon spezifi- 
schen tRNA und bildet eine entsprechende TerdSr- 
struktur au& Das 3'-terniina]e Nukleotid des Spacers 
(A76) weist einen Puroroycin-Rest auf. Der Translations- 40 
ansatz enthalt kdne fOr das Arginin-Codon AGA spezi- 
fischen tRNA-MoiekOle, so da& am AGA-Codon der 
Spacer^ der als beladene tRNA fungiert, in die Aminoa- 
cyl-Bindungsstelle des translatierenden Ribosoms ge- 
langen und die naszierende Polypeptidkette auf den 45 
Terminator Qbertragen werden kann. Als Kopplungs- 
produkt entsteht ein Polypeptid, das am C-terrainalen 
Ende kovalent rait dem Termmator, der Spacer-RNA 
und mRNA verkniipft ist 

Die Fig. S verdeutlicbt die Kopplung der naszieren- 50 
den Polypeptidkette an ihre eigene mRNA durch eine 
beladene tRNA, deren Aminosaure mit der mRNA ver- 
knflpft ist Die mRNA enthalt ein einziges AGA-Codon, 
an das skh ein Stop-Codon und ein Spacer (hier Ribonu- 
kleinsiure) anschlieSt Der Spacer ist am 3'-Ende uber 55 
eine Phosphodiesterbindung mit der Seitenkette des 
Terminators kovalent verknOpft Der Terminator wie- 
derum ist fiber eine Aminoacylbindung an eine tRNA 
gebunden. Der Translationsansatz enthalt keine fOr das 
Arginin-Codon AGA spezifischen tRNA-Molekiile, so «> 
daB am AGA-Cbdon der mit der mRNA gekoppelte 
Terminator in die Aminoacyl-Bmdungsstelle des trans- 
latierenden Ribosoms gelangen und die naszierende 
Polypeptidkette auf den Terminator ubertragen werden 
kann. Der darauffolgende Transfer des Peptidylrestes 
auf Wasser am Stop-Codon bewirkt die Freisetzung der 
AGA-^ezifischen tRNA. Als Kopplungsprodukt ent- 
steht ein Polypeptide das am C-terminalen Ende kova- 
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lent mit dem Terminator, der Spacer-RNA und mRNA 
verknupft ist Weder die tRNA noch die Art der Amino- 
saure- Verknupfung ist in dieser Ausfuhnmgsfonn ver- 
andert, so daB eine Bindung durch den Hongationsfak- 
tor Tu unter nahezu natfirlidien Bedingungen und somit 
ein effizienter Einbau des Terminatormolekflls erm6g- 
licht werden. 

Die experimentelle Umsetzung der in Fig. 8 darge- 
stellten Ausfuhrungsform des erfindungsgem^en Ver- 
fahrens kann beispielhaft durch folgende Schritte erfol- 
gen: 

Vorbereitende Schritte: (Endprodukt einsetzbar f Or be- 
liebige Kopplungsreakdonen) 

1. Chemische Aminoacylierung des Diribonukleo- 
tids pCjspAre mit einer Aminosaure, deren Seiten- 
kette R mit einem beliebigen Diribonukleotid oder 
Didesoxyribonukleotid modifiziert ist [R « 
-CH2-3'-pXpXp-5']; 

2. Ligation des aminoacyiierten Diiibonukleotids 
mit einer fur das Codon AGA spezifischen tRNA 
(C74-Ende.O durch T4 -RNA-Ligase; 

3. Reinigung der korrekten und funktionalen Liga- 
tionsprodukte (Aminoacyl-tRNAs) durch inunobili- 
sierten Elongationsfaktor EF-TU in Gegenwan 
vonGTP; 

Weitere Schritte: (abhSngig von dem zu selektieren- 
den Ziefanolekul); 

4. Diversifiziening des entsprechenden Polypeptid- 
Strukturgens durch chemische Resynthese (codon- 
based mutageneus) oder durch Mutagenese- und/ 
Oder Rekombinations-PCR Unter dem Begriff "co- 
don-based mutagenesis^ wird ira Sinne der Erfin- 
dung eine chemische Synthese von DNA verstan- 
den, bei der statt Monomer-Bausteinen Trimere 
emgesetzt werden, die jeweils fOr erne bestinunte 
Aminosaure codieren. Durch Mischen von Trimer- 
Bausteinen bd der Synthese kann der Einbau ver- 
schiedener Codons im gewiinschten Verhaltnis an 
jeder Position erzielt werden. 
Unter dem Begriff "Mutagenese-PCR" wird im Sin- 
ne der Erfindung eine in-vitro-Amplifikation von 
DNA verstanden, bei der durch bestimmte Bedin- 
gungen eine fehlerhafte Verdopplung der DNA er- 
zwungen wird 

Unter dem Begriff "Rekombinations-PCR" wird im 
Sinne der Erfindung eine in-vitro-Amplifikation 
von DNA verstanden, bei der durch Mischen von 
zufaiiigen DNA-Subfragmenten homologer Gene 
neue, mosaikartige Gene synthetisiert werden. Die- 
ser PtozeB ist mit einer naturlichen Rekombination 
vergleichbar; 

5. Erneute Amplifikation (Reamplificadon) der syn- 
thetisierten Strukturgene durch PCR, wobei der 
5'-Primer einen Promotor (z. B. T7-Promotor) imd 
eine Transladonsinitadonsregion (einschlieBlich 
ATG-Start-Codon). wahrend der 3'-Primer sechs 
Histidin-Codons, das Terminatorcodon AGA und 
das Nonsense-Codon TAG einfuhrt; 

6. Praparation einer Spacer-DNA (z. B. chemische 
Synthese oder durch PCR), deren S'-terminale Se- 
quenz mit der 3'-termtnalen Sequenz des reamplifi- 
zierten Strukturgens Cberlappt; 

7. VerspIeiBen beider DNA-Fragmente durch SOE- 
PCR (splicing by overlap extension)^ wobei der 
Spacer den 3' -terminalen Fusionsparmer bildet 
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Untcr dem Begriff "^OE-PCR' wird im Sinne der 
Erfindung cine io-vitro-AmpIifikation von DNA 
verstanden, bei deraufgrund uberlappender Berei- 
che zwei DNA-Fragroente mlteinander verspleifit 
werden; 5 
& la-vitrO'Transkription des Fusioosgens mit 
m'GpppG (5'-Cap-Struktur) als Primer (z. B. mit 
T7-DNA-Polyraerase); 

9. Reimgimg des nm-off-Transkriptes durch Poly- 
acrylamidgelelektrophorese; jo 

1 0. Ligation der synthetisiertcn RNA (f reies 3'-0H- 
Ende; 5'-Ende durch Cap-Stniktur geschutzt) mit 
der Aminos^ure-Seitenkette der amlnoacylierten 
tRNA durch T4-RNA-Ligase; 

n. Reinigung des Produktes durch Polyacrylamid- is 
getelektrophorese; 

12. In-vitro-Trans!ation der mRNA und Kopplung 
der naszierenden Polypeptidkette durch die fur das 
AGA-Codon spezifische, aminoacyiierte tRNA in 
Gegcnwart eines E coli Translationsgemisches, das 20 
durch entsprechende Vorbehandlung keinc fur das 
Arginin-Codon AGA spezifische tRNA-MolekuJe 
mehr enthalt; 

13. Abtrennung der Translationsfaktoren und Rei- 
nigung der Fusionsmolekule durch Affinit&tschro* 25 
matographie an einer Kickei -NTA-Matrix. 

Unter dem Begriff "Nickel-NTA-Matrix" wird im 
Sinne der Erfindung eine Matrix verstanden, die 
aufgrund eines immobiiisierten Nickelions die Rei- 
nigung von Oligohistidinhaldgen Biomolekuien er- 30 
raoglicht; 

14. In-vitro-Selektion von Fusionsmolekulen mit 
gewQnschten Eigenschaf ten (z. B. durch Panning); 

15. Reverse Transkription der angereicherten Fu- 
sionsmolekule und Reamplifikadon der geneti- as 
schen Information durch PGR, wobei der 5'-Primer 
wiederum den Promoter und die Transiadonsinitia- 
tionsregion einfOhrt, wahrend der 3'-Primer mit der 
3'-terminalen Sequenz des Spacers bybridisiert; 

16. Wiederholung des beschriebenen Verfahrens ab 40 
SchrittS. 

Die experimentelle Umsetzung des ersten vorberei- 
tenden Schrittes kann insbesondere auch unter Verwen- 
dung einer AminosSure, deren Seitenkette mit einena 45 
beliebigen Oligoribonuldeotid oder Oligodesoxyribonu* 
kleodd roodifiziert ist. erfolgen. 

Weiterhin kann es bevorzugt sein, wenn die Seiten- 
kette der Aminosaure ein freies 5'-0H-Ende aufweist, 
welches erst nach Ligation gennSS Schritt 2 5'-phospho- so 
ryiiert wird In vorteilbafter Weise Mt sich somit die 
Ausbeute von funktionalen Ugationsprodukten erhd- 
hen. 

In Anlehnung an Fig. 8 befindet sich in einer weiteren 
AusfQhrungsfonn mindestens ein Sinn-Codon zwischen 55 
Terminatorcodon und Stop-Godon. Auf diese Weise 
wird eine KoppJung zwischen Terminator und Polypep- 
tidkette nicht mehr auf deren C-terminale Aminosaure 
beschrankL 

eo 

PatentansprQche 
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tes, polymeres Molekul codierenden Bereich auf- 
weist und der oder die codierenden Bereich(c) 
translatierbar ist oder sind» weiterhin in der Struk- 
tureinheit A cine erste Strukturuntereinheit (Ter- 
minator) in einem nicht translatierten Abschnitt an- 
geordnet ist, die die Struktureinheit B als Transla- 
donsprodukt der Struktureinheit A mit der Struk- 
tureinheit A dauerhaft ver bindet 
Z Verbindung nach Anspruch 1, wobei die Ver- 
knupfung der Struktureinheit A mit der durch 
^ Translation entstandenen Struktureinheit B Qber 
eine auf der Struktureinheit A angeordnete zweite 
Strukturuntereinheit gesteuert wird 

3. Verbindung nach Anspruch 2, wobei die zweite 
Strukturuntereinheit ein Codon (Terminator-Co- 
don) ist 

4. Verbindung nach mindestens einem der AnsprO- 
che 1 bis 3, wobei die Struktureinheit A eine modifi- 
zierte mRNA ist und die Struktureinheit B eine aus 
der mRNA translatierte Polypeptidkette ist 

5. Verbindung nach mindestens einem der AnsprQ- 
che 1 bis 4, wobei der Terminator Qber einen Spa- 
cer mit anderen Bereichen der Struktureinheit A 
verknQpftist 

6. Verbindung nach Anspruch 5, wobei der Spacer 
mit dem Terminatorcodon der Struktureinheit A in 
Wechselwirkung tritt 

7. Verbindung nach mindestens einem der Anspru- 
che 1 bis 6, wobei der Terminator eine nucleopbiie 
chemische Gnippe ist, die einen Carbonsaureester 
unter Ausbildung einer kovalenten Bindung zu 
spalten vermag. 

8. Verbindung nach Anspruch 7, wobei die nude- 
ophile chemische Gnippe eine organische Amino- 
gruppe ist 

9. Verbindung nach einem der Ansprilche 1 bis 8, 
wobei der Terminator einen Garbonsaiu-eester zwi- 
schen einer tRNA und der Struktureinheit B spaltet 
und eine dauerhafte Verbindung zwischen den 
Struktureinheiten A und B ausgebildet wird 

10. Verbindxmg nach einem der Anspriiche 1 bis 9, 
wobei die Verknupfung zwischen den Strukmrein- 
heiten A und B durch eine kovalente Verbindung 
erfolgt 

1 1. Verbindung nach einem der Anspriiche t bis 10, 
wobei der Terminator^ insbesondere als nucleopbi- 
ie Gruppe tiber eine Bindung an einen Spacer mit 
tRNA Struktur gebunden i$t» der mit dem Termina- 
torcodon der Struktureinheit A, die insbesondere 
eine mRNA ist, in Wechsel wirkimg treten kann. 

12. Verfahren zur molekularen Genotyp/Phanotyp 
Kopplung mittels einer Verbindung nach minde- 
stens einem der AnsprQche 1 bis 11, dadurch ge- 
kennzeichnet dafi die Struktureinheit A mit einem 
Translationssystem umgesetzt wird in Gegehwart 
von zur Translation benougten Substanzen. 

13l Verfahren nach Anspruch 12, wobei die gekop- 
pelten Genotypen/Phanotypen isoliert werden. 



Hier2u8Seite(n) Zeichnungen 



1. Verbindung aus einer Struktureinheit A (Genot- 
yp) und einer weiteren Struktureinheit B (PhSnot- 
yp), bei der Genotyp und Phanotyp dauerhaft mit- 65 
einander verbunden sind, wobei die Struktureinheit 
A neben anderen Bereichen mindestens emen fur 
mindestens em aus Aminosdureeinheiten aufgebau- 
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